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基础 研究 


逆转 录 病 毒 介 导 shRNA 抑制 Mig-7 基 因 对 人 肝癌 细胞 血管 生成 
拟态 及 体外 侵袭 转移 的 抑制 作用 
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摘要 :目的 探讨 逆转 录 病 毒 介 导 的 短发 来 RNA(shRNA) 干 扰 迁 移 诱 导 基 因 7(Mig-7) 对 肝 细 胞 癌 (HCC) 细 胞 血管 生成 拟态 
VMI) 形 成 及 体外 侵袭 转移 能 力 的 影响 。 方 法 设计 2 条 Mig-7 mRNA SEECH TREI] (Mig-7 shRNA-1,Mig-7 shRNA-2) 和 1 条 
作为 负 对 照 的 无 关 序列 (Mig-7 shRNA-N)。 构 建 Mig-7shRNA 逆转 录 病 毒 表达 载体 质粒 ,并 将 要 接受 转 当 的 人 肝癌 细胞 
MHCC-97H 分 为 6 组 : 转 染 Mig-7 shRNA-1 组 ; 转 染 Mig-7 shRNA-2 组 ; 转 染 Mig-7 shRNA-N 组 ; 转 染 空 载 质粒 组 (Vector) ; Œ 
组 人 血管 内 皮 抑 素 (ES ,商品 名 : 恩 度 ) 组 ;MHCC-97 也 细胞 对 照 组 (Control)。 半 定量 PCR , Western blot 检 测 其 对 Mig-7 表 达 的 
影响 ;三 维 细胞 培养 观察 其 对 VM 形 成 的 影响 ;细胞 间 粘 附 实验 Transwell 侵袭 实验 及 迁移 实验 观察 其 对 细胞 粘 附 .侵袭 及 迁移 
能 力 的 影响 。 结 果 转 染 后 ,Mig-7 shRNA-1 组 与 Mig-7 shRNA-2 组 中 Mig-7 mRNA 与 蛋白 的 表达 .MHCC-97H 细 胞 形成 VM 
能 力 、 细 胞 侵袭 .迁移 能 力 明 显 减 低 (P<0.05) ,细胞 间 粘 附 能 力 明 显 增加 (P<0.05) ; Mig-7 shRNA-N 组 .Vector 组 .ES 组 中 
MHCC-97 了 细胞 Mig-7 的 表达 .VM 形 成 .细胞 间 粘 附 .迁移 .侵袭 能 力 较 MHCC-97H 细 胞 组 均 无 明显 变化 。 结 论 逆转 录 病 毒 
介 导 的 shRNA 能 够 有 效 下 调 Mig-7 的 表达 并 明显 抑制 HCC 细 胞 VM 形 成 能 力 及 侵袭 转移 能 力 ,增加 细胞 间 的 粘 附 作用 ;ES 对 
HCC 细 胞 的 Mig-7 表 达 、VM 形 成 .侵袭 转移 及 烙 附 能 力 无 明显 影响 。 
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Abstract: Objective To explore the inhibitory effect of migration-inducing gene 7 (Mig-7) gene silencing induced by 
retroviral-mediated small hairpin RNA (shRNA) on vasculogenic mimicry (VM), invasion and metastasis of human 
hepatocellular carcinoma (HCC) cells in vitro. Methods Two target sequences (Mig-7 shRNA-1 and Mig-7 shRNA-2) and one 
negative control sequence (Mig-7 shRNA-N) were synthesized. The recombinant retroviral vectors carrying Mig-7 shRNA 
were constructed, and HCC cell line MHCC-97H were transfected with Mig-7 shRNA-1, Mig-7 shRNA-2, Mig-7 shRNA-N, or 
the empty vector, or treated with 125 ug/mL recombinant human endostatin (ES). Mig-7 expression in the treated cells was 
detected using semi-quantitative PCR and Western blotting. The inhibitory effect of Mig-7 silencing on VM formation was 
investigated in a 3-dimensional cell culture system; the changes in cell adhesion, invasion and migration were assessed with 
intercellular adhesion assay, Transwell invasion assay and Transwell migration assay, respectively. Results The expression of 
Mig-7 at both mRNA and protein levels decreased significantly, VM formation, invasion and metastasis were suppressed, 
while intercellular adhesion increased significantly in MHCC-97H cells in Mig-7 shRNA-1 and Mig-7 shRNA-2 groups (P« 
0.05); such changes were not observed in cells transfected with Mig-7 shRNA-N or the empty vector, nor in cells treated with 
ES. Conclusions Mig-7 silencing by retroviral-mediated shRNA significantly inhibits VM formation, invasion and metastasis 
and increases the intercellular adhesion of the HCC cells, while ES does not have such inhibitory effects. 
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不 依赖 血管 内 皮 细 胞 的 肿瘤 微 循环 模式 ,其 在 肿瘤 生 
长 .转移 过 程 中 产生 重要 作用 *“*。 人 然而 ,常规 的 针对 血 
管内 皮 细 胞 (VEC) 的 抗 血管 治疗 方案 对 VM 无效", 并 
且 治 疗 过 程 中 造成 的 肿瘤 局 部 缺 血 缺 氧 反 而 促进 了 
VM WERA ,增加 了 肿瘤 通过 VM 侵袭 转移 的 机 会 。 
此 ,在 抗 肿瘤 血管 生成 治疗 中 必须 联合 抗 VM 的 方 
案 。 故 寻找 针对 VM BTEDT SEU T HCC 的 治疗 具有 
十 分 重要 的 意义 。 

迁移 诱导 基因 7(migration-inducing gene7, Mig-7) 
表达 一 种 在 多 种 肿瘤 细胞 膜 定 位 的 富 含 半 胱 氨 酸 
的 蛋白 质 , 在 肿瘤 的 可 塑性 和 VM 形成 中 具有 重要 作 
用 *”。Mig-7 在 正常 组 织 和 无 YM 形成 的 低 侵 柳 性 肿 
瘤 细胞 中 均 不 表达 ,只 在 能 形成 VM 的 高 侵袭 性 肿瘤 细 
胞 中 表达 "”。 目 前 有 研究 表明 Mig-7 基因 与 胃癌 中 
VM 的 形成 有 关 ” ,人 然而 ,国内 外 对 于 Mig-7 基因 对 
HCC 中 VM 形成 及 侵袭 转移 能 力 影 响 的 报道 较 少 见 。 
在 前 期 实验 基础 上 ,我 们 推测 Mig-7 对 HCC 的 VM 形成 
和 侵袭 转移 有 重要 的 调控 作用 ,可 能 是 恶性 肿瘤 坡 向 治 
疗 的 一 个 理想 靶 点 。 

本 研究 将 通过 构建 特异 性 Mig-7shRNA 逆转 录 病 
毒 表达 载体 质粒 , 转 娄 Mig-7 高 表达 人 HCC 细胞 
MHCC-97H, 观察 其 对 MHCC-97H 细胞 Mig-7 表达 、 
VM 形 成 能 力 及 细胞 间 粘 附 .侵袭 及 转移 能 力 的 影响 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 材料 

人 了 HCC 细 胞 株 MHCC-97H 购 自 复 旦 大 学 中 山 医 
院 肝 癌 研 究 所 。 免 抗 人 Mig-7 抗 体 购 自 美国 Abcam 公 
司 ;引物 由 宝生 物 公 司 设计 和 合成 ;Lipofectamine™ 
2000 Reagent 购 自 美国 Invitrogen 公司 ;Matrigel 购 自 
美国 BD 公司 ;Transwell 小 室 购 自 美国 Corning 公 司 ; 重 
组 人 血管 内 皮 抑 素 (ES ,商品 名 : 恩 度 ) 购 自 先 声 麦 得 
生物 公司 。 
1.2 shRNA 的 设计 合成 

从 Genbank 获得 人 Mig-7 mRNA 的 基因 序列 
(GenBank:DQ080207.2)。 依 据 shRNA 的 设计 原则 "*， 
设计 针对 Mig-7mRNA 基因 CDS 区 的 shRNA 序列 , 利 
用 BLAST 比较 设计 的 序列 和 人 类 基因 组 数据 库 , 排 除 
和 其 他 基因 明显 同 源 的 靶 序 列 ,设计 3 条 序列 ,包括 2 条 
Mig-7 mRNA BJZEECH BRIT 7 (Mig-7 shRNA-1,Mig-7 
shRNA-2) 和 1 条 作为 负 对 照 的 无 关 序列 (Mig-7 
shRNA-N)。Mig-7 shRNAs 由 宝生 物 公司 设计 合成 并 
进行 荧光 标记 ,具体 如 下 :Mig-7 shRNA-1 正义 链 : 
5'-GATCCAAAGTTTCATTCTTCGACTTCAAGAGA 
GTCGAAGAAATGAAACTTTTTTTTTG-3', 反 义 链 
3-GTTTCAAAGTAAGAAGCTGAAGTTCTCTCAG 
CTTCTTTACTTTGAAAAAAAAACTTAA-5'; Mig-7 
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shRNA-2 正义 链 : 5S-GGATCCCACAGCTTGAGTG 
GAATACTTCAAGAGAGTATTCCACTCAAGCTGT- 
GTTTTTTG-3', /x. Y. HE 3-GGTGTCGAACTCACCT 
TATGAAGTTCTCTCATAAGGTGAGTTCGACACA 
AAAAACTTAAG-5'; Mig-7 shRNA-N IE X f£ : 5-G 
GATCCTGATAAACGAACTGCGCGTTTCAAGAG 
AACGCGCAGTTCGTTTATCATTTT TTG-3', 反 义 链 
3-GACTATTTGCTTGACGCGCAAAGTTCTCTTGC 
GCGTCAAGCAAATAGTAAAAAACTTAAG-5', 
1.3 Mig-7 shRNA 转 米 MHCC-97H 细 胞 

MHCC-97H 细 胞 常规 培养 于 37 C5% CO, 培养 箱 
中 ,培养 液 为 仿 10% FBS 的 DMEM 高 糖 培养 液 。 转 染 
前 24 h, 调 整 细胞 浓度 为 4x10ymL, 以 0.5 mLAL F 24 
孔 培养 板 培 养 过 夜 ,MHCC-97H 细胞 培养 达到 80%~ 
90% 融合 后 进行 转 染 ,参照 Lipofectamine™ 2000 
Transfection Reagent 说 明 书 (Invitrogen) 进 行 转 染 。 将 
要 接受 转 染 的 MHCC-97H 细胞 分 为 4 组 : (1) 转 染 
Mig-7 shRNA-1 组 ;(2) 转 染 Mig-7 shRNA-2 组 ;(3) 转 
Yt Mig-7 shRNA-N 组 ;(4) 转 染 空 载体 质粒 组 (Vector) » 
各 组 分 别 在 转 染 24 h 后 于 荧光 显微镜 下 观察 细胞 内 绿 
色 严 光 和 蛋白 标记 ,各 组 随机 选择 10 个 视野 ,计数 绿色 英 
光 和 蛋白 标记 阳性 细胞 数 、 细 胞 总 数 , 转 染 效率 为 绿色 奕 
光 和 蛋白 标记 阳性 细胞 数 占 细胞 总 数 的 百分比 。 
1.4 半 定 量 PCR 检 测 Mig-7 mRNA 表 达 

将 培养 的 MHCC-97H 细胞 分 为 6 组 : (1) 转 染 
Mig-7 shRNA-1 组 ;(2) 转 染 Mig-7 shRNA-2 组 ; (3) 转 
染 Mig-7 shRNA-N 组 ;(4) 转 染 空 载体 质粒 组 (Vector) ; 
(5)ES 组 :给 予 ES125 hg/mL";(6)MHCC-97H 细 胞 对 
照 组 (ControD) 。 提 取 总 RNA, 反 转录 成 cDNA , 扩 增 目 
的 基因 。 反 应 条 件 为 :94 %C 预 变性 2 min,94 %C 变 性 10 s, 
60 %C 退 火 、 延 伸 30 s, 反 应 40 个 循环 。 扩 增 基因 的 特异 
性 引物 序列 为 :B-actin: IE. X 5| J : S-ATCGTGCGT 
GACATTAAGGAGAAG-3', J. X 5| HJ : S-AGGAAG 
GAAGGCTGGAAGAGTG-3'; Mig-7:1F Y. 5|] :5'-TC 
TCAGGCAGTCAGTGGQG-?, JX 3:5| 9]: S-GTTGGA 
TGG GATGTCTCG-3', 
1.5 Western blotting 检 测 

实验 分 组 同 1.4。 转 染 后 提取 和 蛋白 ,采用 0.1% 
SDS-10%PAGE 电泳 后 转 至 硝酸 纤维 素 膜 (NC 膜 )， 
以 含 5% 脱 脂 奶粉 的 TBST 封 闭 2n。 加 入 一 抗 (Mig-7， 
1:200;B-actin,1:500),4 % 过 夜 ;TBST 洗 膜 。 再 加 入 
以 牛奶 封 朵 的 HRP 标 记 二 抗 ( 抗 免 ,1:1000; 抗 鼠 ,1: 
1000), zii FIS 2 h,TBST 洗 膜 。 化 学 发 光 (ECL ) 试 
剂 盒 显影 。 
1.6 三 维 细胞 培养 

实验 分 组 同 1.4。 在 6 孔 板 中 加 入 50 uL Matrigel, 
室温 下 静 置 20 min,37 CHH 30 min, fF Matrigel XE [i5] 
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后 ,分 别 加 入 100 pL 以 上 6 组 细胞 完全 培养 液 ,细胞 浓 
度 为 1x10%YmL。 再 加 入 完全 培养 液 2 mL,37 %C 、5% 
CO, 培 养 箱 中 培养 。 

1.7 HEISST] MHCC-97H 细胞 间 粘 附 、 侵 袭 、 迁 移 能 力 
的 影响 

1.7.1 细胞 间 粘 附 能 力 检 测 实验 分 组 同 1.4。 制 备 单 
细胞 悬 液 ,调整 浓度 为 1x109mL。 将 1 mL 细胞 悬 液 放 
和 1.5mL 的 EP 管 中 ,每 组 细胞 各 5$ 管 。37 % 培 养 箱 中 
孵育 12 h, 分 别 于 2.6.12 h 进 行 细胞 计数 1 次 。 以 剩余 
单个 细胞 占 总 细胞 数 的 百分比 作为 细胞 粘 附 能 力 评 价 
EER, 比例 越 低 , 粘 附 的 细胞 越 多 ,其 细胞 -细胞 间 粘 附 
能 力 就 越 强 。 

1.7.2 Transwell 侵袭 实验 检测 实验 分 组 同 1.4。 将 
Transwel] 置 于 24 和 孔 培 养 板 中 ,Matrigel 10 ug/1L,37 CHH 
置 4 h, 待 胶 疑 固 。 细 胞 消化 ,调整 细胞 浓度 至 1x107mL。 
吸取 400 HE 细胞 悬 液 加 入 到 Transwell 的 上 室 ,Transwell 
的 下 室 加 入 10%FBS 的 DMEM 培 养 基 。37 % ,5% CO; 
孵 箱 培养 20 nb。 甲醇 固定 ,结晶 紫 染 色 。 普 通 光学 显微镜 
下 观察 处 于 微 孔 滤 膜 外 侧面 上 的 细胞 , 镜 下 计数 迁移 到 
滤 膜 下 表面 的 细胞 数 ,随机 计数 5 个 视野 的 细胞 数目 。 
1.7.3 迁移 实验 检测 实验 分 组 同 1.4。 转 染 后 消化 细 
胞 ,每 孔 加 入 100 LL 细胞 悬 液 , 使 每 孔 内 细胞 数 约 为 
1.0x10;, 下 腔 室 中 加 入 含有 20%FBS 的 完全 培养 基 。 
37 培养 箱 中 孵育 24 h。 取 出 小 室 , 以 棉签 小 心 擦 除 渡 
膜 上 室 面 的 细胞 ,以 甲醇 固定 黏附 在 下 室 面 的 细胞 , 结 
唱 紫 染色 。 观 察 计 数 方法 同 1.7.2。 

1.8 统计 方法 

全 部 数据 经 SPSS20.0 统 计 软 件 进 行 统计 分 析 , 计 


图 1 逆转 录 病 毒 稳定 高 效 地 感染 MHCC-97H 细 胞 
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量 资料 以 均 数 + 标准 差 表 示 , 多 组 间 比 较 采 用 方差 分 析 
并 行 两 两 比较 ,以 P<0.05 认 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 逆转 录 病 毒 高 效 转 染 MHCC-97H 细 胞 

本 研究 采用 的 逆转 录 病 毒 载体 系统 携带 绿色 灾 光 
蛋白 ,因此 可 以 在 欧 光 倒置 显微镜 下 观察 绿色 菊 光 蛋白 
的 表达 (图 1)。Mig-7 shRNA-1 组 .Mig-7 shRNA-2 组 、 
Mig-7 shRNA-N 组 及 空 载体 质粒 组 (Vector) 镜 下 均 可 
见 移 定 转 染 的 绿色 荧光 蛋白 标记 阳性 的 细胞 90% 以 上 ， 
这 表明 本 实验 所 采用 的 逆转 录 病 毒 载体 系统 可 高 效 . 稳 
定 地 感染 MHCC-97H 细 胞 。 
2.2 Mig-7shRNA 抑制 MHCC-97H 细胞 Mig-7 mRNA 
和 Mig-7 蛋 白 表 达 

半 定 量 PCR( 图 2A, B) 显 示 :Mig-7 shRNA-1 组 与 
Mig-7 shRNA-2 组 的 Mig-7mRNA 水 平 都 明显 下 降 ， 
Mig-7 shRNA-1 组 最 为 明显 。Western blotting 结 果 ( 图 
2C) 表 明 :Mig-7 shRNA-1 组 与 Mig-7 shRNA-2 组 的 
Mig-7 和 蛋白 水 平均 明显 下 降 ,Mig-7 shRNA-1 组 最 为 明 
显 。 结 果 说 明 构建 的 Mig-7shRNA 能 够 有 效 地 抑制 
Mig-7 mRNA 及 Mig-7 和 蛋白 的 表达 。 
2.3 Mig-7shRNA 抑制 MHCC-97H 细 胞 VM 形成 能 

三 维 细胞 培养 (图 3) 显 示 :Mig-7 shRNA-1 组 与 
Mig-7 shRNA-2 组 细胞 粘 附 成 团 ,不 能 形成 VM;Mig-7 
shRNA-N 组 VM 形 成 与 转 染 空 载体 质粒 组 (Vector) ES 
处 理 组 `.MHCC-97H 细 胞 对 照 组 无 明显 差别 。 结 果 说 
明 :Mig-7 干 扰 后 MHCC-97H 细 胞 形成 VM 的 能 力 受 到 
明显 抑制 。 


Fig.1 Effective and stable retrovirus infection of MHCC-97H cells (Original magnification: x 400). A: Mig-7 shRNA-1 group (light 
microscope); B: Mig-7 shRNA-2 group (light microscope); C: Mig-7 shRNA-N group (light microscope); D: Vector group (light microscope); 
E: Mig-7 shRNA-1 group (fluorescence microscope); F: Mig-7 shRNA-2 group (fluorescence microscope); G: Mig-7 shRNA-N group 


(fluorescence microscope); H: Vector group (fluorescence microscope). 
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图 2 转 染 后 各 组 MHCC-97H 细 胞 Mig-7 mRNA 的 表达 
Fig.2 Expression of Mig-7 mRNA (A, B) and protein (C) 
in MHCC-97H cells after transfection. *P«0.05 vs Mig-7 
shRNA-2, Mig-7 shRNA-N, vector ES and control 
groups; “P<0.05 vs Mig-7 shRNA-N, vector, ES and 
control groups. 


图 3 各 组 转 染 后 对 MHCC-97H 细 胞 形成 VM 能 力 的 影响 
Fig.3 VM formation in MHCC-97H cells after transfection. A: Mig-7 shRNA-1; B: Mig-7 shRNA-2; C: Mig-7 shRNA-N; D: 
Vector, E: ES, F: Control. 


2.4. Mig-7shRNA 对 MHCC-97H 细胞 间 粘 附 能 力 的 
EZ Sia] 

结果 (图 4) 显 示 :Mig-7 shRNA-1 组 与 Mig-7 
shRNA-2 组 MHCC-97H 细 胞 粘 附 能 力 明 显 强 于 其 余 各 
组 MHCC-97H 细胞 (P«0.05) ; Mig-7 shRNA-1 组 较 
Mig-7 shRNA-2 组 细胞 粘 附 能 力 强 (P<0.05) ;其余 4 组 
间 相 比 MHCC-97H 细 胞 粘 附 能 力 无 差异 (P>0.05)。 这 表 
明 下 调 Mig-7 表 达 可 增加 MHCC-97H 细 胞 粘 附 能 力 。 
2.5 Mig-7shRNA 对 MHCC-97H 细 胞 侵袭 力 的 影响 

Transwell 52€ 3:325 58 (H1 5, E] 6A.) bz : Mig-7 


shRNA-1 组 与 Mig-7 shRNA-2 组 穿 透 的 细胞 数 较 其 余 
各 组 显著 减少 (P<0.05); 而 Mig-7 shRNA-N 组 . 转 染 空 
载体 质粒 组 (vector) ES 组 `MHCC-97H 细 胞 对 照 组 间 
没有 显著 差异 (P>0.05)。 结 果 说 明 下 调 Mig-7 表 达 后 
MHCC-97H 细 胞 侵袭 能 力 显著 降低 。 
2.6 Mig-7shRNA 对 MHCC-97H 细 胞 迁移 能 力 的 影响 
细胞 迁移 检测 结果 (图 6B) 显 示 : 在 12h 时 ,各 组 细 
胞 间 没 有 显著 差异 (P>0.05); 在 24 h 时 ,Mig-7 shRNA-1 
组 与 Mig-7 shRNA-2 组 MHCC-97H 细 胞 迁移 能 力 明 显 
弱 于 其 余 各 组 (P<0.05) , Mig-7 shBRNA-1 组 细胞 迁移 能 
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图 4 转 染 后 对 各 组 MHCC-97H 细 胞 间 粘 附 能 力 的 影响 
Fig.4 Changes in intercellular adhesion of MHCC-97H 
cells after transfection. *P>0.05 vs Mig-7 shRNA-2, 
Mig-7 shRNA-N, vector, ES and control groups. **P« 
0.05 vs Mig-7 shRNA-2, Mig-7 shRNA-N, vector, ES and 
control groups. ^ P«0.05 vs Mig-7 shRNA-N, vector, ES 
and control groups. 


AmI 
Fig.5 Changes in invasive ability of MHCC-97H cells after transfection. A: Mig-7 shRNA-1; B: Mig-7 shRNA-2; C: Mig-7 
ShRNA-N; D: Vector; E: ES; F: Control. 


肿瘤 提供 了 额外 的 营养 及 侵袭 转移 通道 。 研 究 表明 ， 
VM 与 多 种 恶性 肿瘤 的 侵袭 和 转移 有 关 , 且 有 VM 形 成 
的 肿瘤 往往 预后 不 良 *”。 因 此 ,研究 VM 形 成 相关 机 
制 及 探索 VM 特 异性 丢 点 具有 较 重 要 的 临床 意义 。 

目前 关于 VM 形成 机 制 研 究 较 多 的 作用 因子 主要 
包括 血管 内 皮 细 胞 钙 香 蛋白 (VE-cadherin)"”、 上 皮 细 
胞 激酶 (EphA2)“ 磷脂 酰 肌 醇 -3- 激 酶 (PI3K)”” 基质 
金属 恒 自 酶 (MMPs)””\ 层 夭 连 蛋白 5y2 链 ”\ 缺 氧 诱导 
因子 1 及 条 着 许 激 酶 ~ 等 ,然而 ,明确 的 VM 形成 机 
制 仍 有 竺 进一步 研究 。 

随 着 以 DNA 测 序 和 基因 组 技术 为 驱动 的 “精准 医 
学 计划 ”的 开启 ,人 类 生命 科学 的 基因 应 用 时 代 真 正 来 
临 。 寻 找 靶 向 VM 的 特异 性 基因 ,抑制 VM 形成 及 肿瘤 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com 


力 明 显 弱 于 Mig-7 shRNA-2 组 (P«0.05) ,而 
Mig-7 shRNA-N 组 . 转 染 空 载体 质粒 组 (Vector)、 
ES 组 .MHCC-97H 细胞 对 照 组 之 间 MHCC-97H 
细胞 迁移 能 力 无 显著 性 差异 (P>0.05)。 这 说 明 
Mig-7shRNA 能 够 降低 MHCC-97H 细 胞 的 迁移 能 
Jj. 与 此 同时 ,24 h 时 侵袭 细胞 数 与 迁移 细胞 数 
之 比 (图 6C) 也 表明 了 Mig-7 shRNA 可 使 MHCC- 
97H 细 胞 侵袭 转移 能 力 明 显 下降。 


3 讨论 

肿瘤 血管 在 肿瘤 生长 .侵袭 及 转移 过 程 中 扮 
演 重 要 角色 ,然而 ,VM 的 发 现 使 肿瘤 的 抗 血 管 治 
疗 更 加 复杂 。 作 为 肿瘤 微 循环 的 重要 补充 ,VM 为 


细胞 侵 秦 转移 ,是 目前 HCC 的 研究 焦点 。 

Mig-7 是 近年 发 现 的 一 种 新 的 人 类 基因 ,位 于 
1p22.1,cDNA 4 K 1617 bp ,编码 产物 为 富 含 半 胱 氨 酸 
WEA, WIER ,增加 Mig-7 的 表达 ,能 增强 结肠 
Ji 子宫 内 膜 癌 肺癌 .胃癌 、 上 皮 性 卵 梨 癌 等 的 侵袭 性 ， 
而 抑制 其 表达 能 有 效 降低 肿瘤 的 侵袭 转移 能 力 ” ”= 。 
然而 ,目前 Mig-7 具 体 作用 机 制 仍 不 明确 ,有 研究 表明 
Mig-7 主要 由 生长 因子 和 环 氧 合 酶 -2/ 前 列 腺 素 E 
(COX-2/PGE,) 途 径 诱 导 并 通过 ZEB-1 以 及 Twist 调 节 
EMT 并 影响 肿瘤 的 侵 认 转移 ;也 有 文献 表明 Mig-7 能 
够 参与 活化 MT1-MMP, 活 化 的 MT1-MMP 能 够 激活 
MMP-2 (MMPs 超 家 族 重 要 成 员 ) 并 与 之 共同 降解 Ln 
52 链 为 y2' 和 y2x 两 个 片段 ,进而 增加 VM 的 形成 及 肿 
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图 6 转 染 后 对 各 组 MHCC-97H 细 胞 侵袭 力 及 迁移 能 力 的 影响 
Fig.6 Changes in cell invasion and migration of MHCC-97H cells after 
C 2.0 transfection. A: Transwell invasion assay showed that Mig-7 shRNA 
1.8 inhibited cell invasiveness. *P«0.05 vs Mig-7 shRNA-2, Mig-7 shRNA-N, 
E E 1.6 vector, ES and control groups. **P«0.05 vs Mig-7 shRNA-N, vector, ES and 
E E 1 control groups; B: Transwell migration assay showed that the cell 
三 E 10 migration ability was suppressed by Mig-7shRNA. *P20.05 vs Mig-7 
8 > 08 shRNA-2, Mig-7 shRNA-N, vector, ES and control groups. **P«0.05 vs 
S $06 Mig-7 shRNA-N, vector, ES and control groups. ^P»0.05 vs Mig-7 shRNA- 
Z 0.4 N, vector, ES and control groups. ^^ P«0.05 vs Mig-7 shRNA-N, vector, ES 
HR 0.2 Wu | | and control groups. C: Ratios of invasive to migratory cell numbers at 24 h. 
0 *P«0.05 vs Mig-7 shRNA-2, Mig-7 shRNA-N, vector, ES and control 
M^ s [| qe qe ce "E groups. *P<0.05 vs Mig-7 shRNA-N, vector, ES and control groups. 
Sg n sen 


瘤 侵袭 转移 能 力 器 。 此 外 ,Mig-7 只 在 能 形成 VM 的 高 
(sc AU FPES ,而 在 正常 组 织 中 不 表达 ， 
此 ,Mig-7 的 发 现 为 精准 的 对 向 VM 的 基因 治疗 提供 了 
一 个 潜在 的 安全 有效 的 途径 。 我 们 设想 呈 ,可 以 通过 
RNAi 技 术 抑制 HCC 中 Mig-7 的 表达 ,进而 抑制 VM 形 
成 以 降低 肿瘤 细胞 侵 族 和 转移 扩散 能 力 , 这 种 靶 向 
HCC 细胞 Mig-7 的 治疗 方法 具有 很 大 的 临床 应 用 洪 
力 。 同 时 ,通过 设计 靶 向 Mig-7 表 达 进 而 抑制 肿瘤 VM 
形成 的 治疗 联合 目前 的 多 种 治疗 方法 将 大 大 提高 常规 
抗 肿瘤 药 物 的 疗效 ,尤其 是 与 传统 的 组 向 内 皮 的 血管 生 
成 抑制 剂 (如 :ES 等 ) 的 联合 治疗 策略 ,可 能 比 目 前 任何 
单独 应 用 的 抗 肿瘤 血管 生成 治疗 更 为 有 效 。 
RNAi(RNA interference) Hl RNA 干扰 技术 ,与 传 
统 的 基因 敲 除 转基因 等 方法 技术 的 要 求 苛刻 过 程 繁 
M .周期 过 长 等 缺点 相 比 ,RNAi 因 其 快速 可靠. 经 济 的 
特点 吸引 了 越 来 越 多 的 生物 学 家 的 重视 ,为 探索 高 效 特 
异 的 肿瘤 基因 治疗 提供 了 新 方法 。 本 研究 利用 shRNA 
转 染 MHCC-97H 细 胞 ,结果 表明 ,Mig-7 shRNA 均 表现 
出 显著 的 抑制 能 力 , 以 Mig-7 shRNA-1 组 质粒 最 为 突 
出 ,与 负 对 照 组 和 MHCC-97H 细胞 组 Mig-7 的 表达 具 
有 明显 的 差异 性 ; 负 对 照 组 较 MHCC-97H 细 胞 组 相 比 
Mig-7 mRNA 水 平 略 有 下 降 , 考 虑 由 于 作为 外 源 性 基因 
的 质粒 导入 所 引起 的 非特 异性 效应 。 构 建 的 特异 性 
Mig-7 shRNA 重 组 逆转 录 病 毒 表达 载体 质粒 能 够 有 效 


地 抑制 Mig-7 的 表达 ,并 显著 降低 了 VM 的 形成 及 肿瘤 
的 侵袭 .转移 能 力 。 表 明 Mig-7 在 HCC 的 VM 形 成 及 与 
VM 相 关 的 肿瘤 侵袭 迁移 中 起 着 重要 作用 。 

本 研究 结果 显示 :Mig-7shRNA 能 够 在 基因 和 和 蛋白 
水 平 特异 高效 地 下 调 MHCC-97H 细 胞 Mig-7 的 表达 ; 
并 可 以 显著 降低 MHCC-97H 细 胞 侵袭 及 形成 VM 的 能 
力 ,增加 了 细胞 间 粘 附 作 用 ,在 一 定 程度 上 逆转 了 肿瘤 
细胞 的 恶性 表 型 。 与 此 同时 ,ES 在 本 实验 中 对 VM 形 
成 无 影响 ,也 进一步 证 明了 传统 针对 VEC 的 抗 血 管 治 
疗 药物 对 于 VM 生 成 无 直接 抑制 作用 。 

在 将 Mig-7 基 因 加 入 到 抗 肝癌 阵营 的 同时 ,我们 仍 

需要 发 现 更 多 的 相关 基因 以 完善 “精准 医疗 ”背景 下 
paca ei 台 疗 方案 。 最 近 的 一 项 关于 肝癌 基 
因 型 的 研究 ”显示 ,上 肝癌 患者 肝 内 多 发 病灶 的 基因 型 存 
在 明显 的 异 质 性 。 该 研究 在 对 10 例 肝癌 病人 的 43 个 肿 
瘤 病灶 的 基因 组 变异 检测 中 ,发现 同一 病人 的 不 同 病 灶 
共享 8% 到 97% 的 基因 突变 ,体现 了 病人 不 同 程度 的 肿 
瘤 异 质 性 。 由 此 表明 ,对 病人 单个 病灶 的 基因 测序 或 许 
不 能 完全 反映 病人 肿瘤 的 确切 基因 组 特性 ,这 对 肝癌 病 
人 的 精准 治疗 提出 了 很 大 挑战 。 下 一 步 我 们 仍 需要 寻 
找 更 多 的 特异 性 靶 点 以 及 它们 之 间 联 系 的 关键 基因 。 

综 上 所 述 , 利 用 RNAi 方 法 可 以 特异 ,高效 的 下 调 
Mig-7 表 达 , 进 而 抑制 HCC 细胞 VM 形 成 及 侵袭 转移 能 
力 。 这 为 Mig-7 作 为 HCC 基 因 治 疗 的 特异 性 靶 点 提供 
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了 依据 。 同 时 也 发 现 ,ES 对 HCC 细 胞 的 Mig-7 表 达 、 
VM 形 成 及 侵袭 转移 无 影响 。 本 人 研究 结果 及 我 们 的 设 
想 , 即 靶 向 VM 联 合 重组 人 血管 内 皮 抑 素 抑制 肝癌 细胞 
侵袭 转移 的 治疗 策略 ,需要 进一步 的 体内 实验 验证 。 
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